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Synthetische Inhibitoren der Zelladhision: ein
Glycopeptid aus dem E-Selektin-Liganden 1
(ESL-1) mit Arabino-Sialyl-Lewis*-Struktur**

Markus Rosch, Holger Herzner, Wolfgang Dippold,
Martin Wild, Dietmar Vestweber und Horst Kunz*

Professor Leopold Horner zum 90. Geburtstag gewidmet

Im Verlauf der inflammatorischen Kaskade werden die
Kohlenhydrat-erkennenden Rezeptoren, P-Selektin und
E-Selektin, binnen Minuten bzw. 4 bis 6 Stunden nach einem
chemotaktischen Reiz auf Endothelzellen exprimiert.!! Das
Sialyl-Lewis*-Epitop wurde als Ligand beider Selektine
identifiziert.> 3

Die Kohlenhydrat-bindende Domaéne ist fiir das E-Selektin
durch Transfer-NOE-Experimente an einem Komplex aus
Sialyl-Lewis* und einem rekombinanten E-Selektin-IgG-Fu-
sionsprotein, Molecular Modeling-Studien und Réntgen-
strukturanalysel! untersucht worden. Diese Studien belegen
die entscheidende Rolle des Fucoserestes des Sialyl-Lewis*
fiir die durch Komplexierung eines Calciumions vermittelte
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Bindung an E-Selektin.’7I Bei den natiirlichen Liganden der
Selektine sind offenbar auch andere Strukturelemente in die
spezifische Bindung einbezogen. Beim P-Selektin-selektiven
Liganden PSGL-1 sind O-verkniipfte N-Acetyllactosamine
mit Sialyl-Lewis*-Determinaten fiir die Bindung wichtig,
wobei eine an sauren Aminoséduren reiche und O-sulfatierte
Tyrosine enthaltende Peptidsequenz beteiligt ist.? Beim
endogenen Adhisionsliganden ESL-11%11 fiir E-Selektin
tragt ein N-Glycan den Sialyl-Lewis*-Liganden. Fiir die
Bindung an E-Selektin, das auch in der himatogenen
Metastasierung eine Rolle spielt??®! und z.B. spezifisch an
gastrointestinale Tumorzellen bindet,'? ist keine solche Be-
teiligung von Peptidepitopen aus dem ESL-1 beschrieben
worden.

ESL-1 enthilt fiinf potentielle N-Glycosylierungsstellen,!'!]
wobei die umgebende Aminosduresequenz im Vergleich zu
jenen anderer an E-Selektin bindender Sialoglycoproteine
weitgehend konserviert bleibt. So stimmt die Aminosdure-
sequenz 672-681 von ESL-1 1 um das Sequon NLT mit der
Sequenz 676-685 des E-Selectin-Liganden MG160! iiber-
ein.

-Gly-Asn-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp- 1

In fritheren Untersuchungen war fiir die Bindung von
synthetischen Sialyl-Lewis*-Glycopeptiden sowohl an P-Se-
lektin['l als auch an E-Selektin!™ ein modulierender Einfluss
des Peptidteils auf die Kohlenhydraterkennung gefunden
worden. Da der Abschnitt 1 aus ESL-1 mit seiner Haufung an
sauren Aminosiduren Ahnlichkeit zur Bindungsdomine von
PSGL-1 aufweist, haben wir ihn fiir die Konstruktion eines
synthetischen E-Selektin-Liganden ausgewéhlt. Ein weiteres
Ziel war es, einen #hnlich wie die Sialyl-Lewis*-Mimetikal'®]
gegen enzymatischen Abbau stabileren E-Selektin-Liganden
zu finden. Ein Angriffspunkt des enzymatischen Abbaus von
Sialyl-Lewis* ist die Fucosid-Bindung.l'] Der Fucoseteil ist
aber fiir die Bindung an E-Selektin (siche oben) essentiell.l* ]

Gepriift werden soll nun, ob das a-L-Fucosid durch ein 5-D-
Arabinopyranosid ersetzt werden kann, welches die drei
sekundidren Hydroxygruppen in gleicher rdumlicher Anord-
nung wie das Fucosid tragt. bD-Arabinose kommt in Sduge-
tieren nicht vor, von daher sollten ihre Glycoside biologisch
stabiler sein.

In der Synthese des Arabino-Sialyl-Lewis*-Saccharids wird
wie in fritheren N-Glycopeptidsynthesenl'* 51 die Azidogrup-
pe als Schutz des anomeren Zentrums des Glucosamins
verwendet.['® Nach dem In-situ-Anomerisierungsverfahren!'’]
wird 4,6-Benzyliden-N-acetyl-glucosaminylazid 2P mit
Ethylthio-2,3,4-tri-O-benzyl-a,f-p-arabinopyranosid 5§ zum
pB-D-Arabinosyl-glucosaminazid 6 umgesetzt (Schema 1).

Wegen der hohen S#urelabilitdt der Arabinopyranose-
Derivate muss die Tetra-O-acetyl-arabinopyranose 32! mit
Ethanthiol und BF;-Etherat bei -15°C umgesetzt und die
Reaktionsmischung vor der Isolierung des Ethylthio-tetra-O-
acetyl-a,3-p-arabinopyranosids 4 bei dieser tiefen Tempera-
tur mit einer zu BF; dquimolaren Menge an Triethylamin
neutralisiert werden. Aus 4 entsteht durch Umesterung mit
Natriummethanolat/Methanol und anschlieBende Benzylie-
rung des Ethylthio-arabinopyranosids der Arabinosyldonor 5.
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DMEF, 69 %; k) (Ph;P),Pd, N-Methylanilin, THF, 86 % (TMSOTf= Trimethylsilyltrifluor-

beute erhalten. Durch Hydrogenolyse des Azids
iiber neutral gewaschenem Raney-Nickel?® er-
hédlt man das Arabino-Sialyl-Lewis*-Amin 13,
welches nach Isolierung direkt mit Fmoc-Aspa-
raginsdure-a-allylester? 28 unter der Einwirkung
von [2-O-(1H-7-Azabenzotriazol-1-y1)-1,1,3,3-
tetramethyluronium-hexafluorophosphat] (HA-
TU)? und 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol
(HOAT) zum N*-[Arabino-Sialyl-Lewis*]-Aspa-
ragin-Konjugat 14 umgesetzt wird. Durch Pd’-
katalysierte Allylesterspaltung mit N-Methylani-
lin als Allylabfangnucleophil® wird der Arabino-
Sialyl-Lewis*-Asparagin-Baustein 15P! fiir die
Glycopeptidsynthese gewonnen.

Die Festphasensynthese der Glycopeptid-Par-
tialsequenz 1 aus ESL-1 mit der Arabino-Sialyl-
Lewis*-Seitenkette an Asn®”® wird am allylischen
HYCRON-Anker an TentaGel-HarzP¥! durch-
gefiihrt (Schema 2). In der bereits beschriebenen
Weisel? 34 wird Fmoc-Asparaginsiure-3-benzyl-
ester iiber den allylischen Anker an mit $-Alanin
als Standardaminosdure beladenes TentaGel ge-
bunden. Mit Ausnahme der ersten Kettenver-
langerung wird die Festphasensynthese nach der
Fmoc-Strategie vorgenommen, wobei die Seiten-
kettenfunktionen der Aminosidure-Bausteine
benzylgeschiitzt sind. So wird vermieden, dass
durch abschlieende acidolytische Schutzgrup-
penabspaltungen die empfindliche 3-Arabinosyl-
Bindung angegriffen wird. Zur Bildung des poly-
mergebundenen Dipeptids wird allerdings Boc-
Glutaminsdure-$-benzylester (Boc = tert-Butoxy-
carbonyl) eingesetzt, weil so nach Abspaltung der
Boc-Gruppe mit Trifluoressigsdure (TFA) die
unerwiinschte Ablosung des Peptidst> 34 als Di-
ketopiperazin®! vermieden wird. Die ersten sie-
ben Kupplungen werden mit jeweils vier Aquiva-
lenten N-geschiitzter Aminosaure und [2-O-(1H-
Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-uronium-

methansulfonat).

Bei der regioselektiven Offnung des Benzylidenacetals von
6?1 mit Natriumcyanoborhydrid wird wegen der siurelabilen
Arabinosid-Bindung HCI in absolutem Diethylether unter
Diinnschichtkontrolle zutitriert. Die Galactosylierung an der
reaktionstragen 4-OH-Gruppe des Arabinosyl-glucosamin-
Derivats 7 wird mit dem reaktiven Trichloracetimidat 823!
vorgenommen. Vom so erhaltenen Trisaccharid 9 werden
durch Zemplén-Umesterung die O-Acetyl-Gruppen entfernt.

Fiir die regioselektive Sialylierung an der 3'-OH-Gruppe
des Arabino-Lewis*-Derivats 10 erwies sich im Unterschied
zur Synthese des Sialyl-Lewis*-Azids!'Y nicht das Methyl-
sondern das Ethylthiosialosid 11 als giinstigster Donor. Auch
musste die Aktivierung mit N-Iodsuccinimid (NIS) und
Trifluormethansulfonsidure (TfOH)?* (und nicht mit Methyl-
sulfenyltriflat) in Propionitril bei —32°C in Gegenwart von
Molekularsieb, aber ohne zu rithren durchgefiihrt werden.
Nur dann wird das Arabino-Sialyl-Lewis*-Azid 123 (nach
zweimaliger Chromatographie) in zufriedenstellender Aus-
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tetrafluoroborat] (TBTU),* 1-Hydroxybenzo-

triazol (HOBt) und N-Methylmorpholin vorge-
nommen. Daran schlieBt sich eine Acetylierung (Ac,O/
Pyridin) an. Die Abspaltung der Fmoc-Gruppe erfolgt jeweils
mit Morpholin/DMF und wird UV-spektrometrisch verfolgt.
Die UV-Analyse der Fmoc-Abspaltungslosung zeigt, dass die
Kupplung des O-Benzyl-threonin-Bausteins mit dem Gluta-
minsdure-3-benzylester unvollstandig verlief, was vermutlich
auf eine Riickfaltung zuriickzufiihren ist.

Zur Kupplung mit dem Arabino-Sialyl-Lewis*-Baustein 15
standen nur 1.5 Aquivalente dieser komplexen Komponente
zur Verfiigung. Die Kupplungszeit wurde daher von 15 h auf
36 h ausgedehnt und, wie bei der anschlieBenden Kondensa-
tion mit Fmoc-Glycin, das reaktive Kupplungsreagenz HA-
TU/HOAT verwendet. Nach den beiden letzten Kupplungen
wurde nicht acetyliert, um zu vermeiden, dass die in der Regel
unvollstindig ablaufende Acetylierung der 2- und 4-OH-
Gruppen der Galactose zu Produktgemischen fiihrt. Auch
erwies sich die vollstandige Abspaltung dieser O-Acetylgrup-
pen stets als problematisch.?l
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Schema 2. a) TBTU, HOBt, N-Methylmorpholin, DMF; b) Ac,O, Pyridin; ¢) Morpholin/DMF
(1:1); d) TFA/CH,Cl, (1:1); ¢) HATU/HOAT, N-Methyl-morpholin, DMF, (Ph;P),Pd, N-
Methylanilin, DMF, DMSO, 3 d, Gesamtausbeute des Gemisches 22 %; g) Pd(OH),/H,, MeOH,
Dioxan, AcOH, 10 d; h) NaOH, H,O, pH 10.5, 24 h (Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl).

Durch Palladium(o)-katalysierte Spaltung des allylischen
HYCRON-Ankers in 16 in Gegenwart von N-Methylanilin
als Allylfinger® wird das Glycopeptid 17 im Gemisch mit
dem Nonapeptid, welchem der Glycosyl-Asparagin-Baustein
fehlt, gewonnen. Wegen der geringen Loslichkeit dieser
Mischung in fiir die HPLC geeigneten Losungsmitteln ist
die Trennung schwierig. Deshalb werden nach dem Ausschiit-
teln der Losung in Dichlormethan die Benzylester, -ether und
die Fmoc-Gruppe hydrogenolytisch in Methanol, 1,4-Dioxan,
Essigsdure entfernt und die O-Acetylgruppen sowie der
NeuNAc-Methylester in wiéssriger NaOH bei pH 10.5 hydro-
lysiert. Vom so erhaltenen Produktgemisch (Gesamtausbeute
22 %) werden durch RP-HPLC unpolare Verunreinigungen
entfernt. Durch zweimalige Ausschlusschromatographie an
Sephadex G15 unter NMR-Kontrolle erhdlt man das reine
Arabino-Sialyl-Lewis*-Glycopeptid 18 aus ESL-1.5"]

In einem statischen Assay wird die Inhibierung der Adhé-
sion von 32Dc3-Zellen (neutrophile Maus-Zellinie) an ein
E-Selektin-IgG-Konstrukt?! in Gegenwart von Sialyl-Lewis®

3

[l

4

[l

[5]
(o]
(71
(8]
]

(10]

(1]
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als Standard-Ligand (ICs,~1 mMm), eines di-
valenten  Sialyl-Lewis*-Glycocyclooctapep-
tids®! (ICs,~ 0.8 mm), von vollstindig de-
blockiertem Arabino-Sialyl-Lewis*-Aspara-
gin-Konjugat 15 (IC5,~2.6 mM), eines
RGDA-Arabino-Sialyl-Lewis*-Glycopep-
tidsP?  (ICsy~2.2mm) und des Arabino-
Sialyl-Lewis*-ESL-1-Glycodecapeptids 18
(IC5y~0.12 mm) ermittelt. Dabei zeigt sich,
dass 18 ein effektiver Inhibitor ist und im
Vergleich zum einfachen, vollig deblockierten
Asparagin-Konjugat (deblockiertes 15) eine
mehr als 20-fache und zu den Sialyl-Lewis*-
Liganden eine ca. 10-fach hohere Affinitit zu
E-Selektin aufweist. Der Einfluss der Peptid-
Kette auf die E-Selektin-Bindung wird auch
durch Vergleich des RGDA- mit dem ESL-1-
Glycopeptid deutlich, da letzteres eine ca. 19-
mal stirkere Inhibierung der Adhésion der
neutrophilen Zellen am E-Selektin bewirkt.
Daraus kann man schlieen, dass die Sequenz
1 aus dem ESL-1 biologische Bedeutung fiir
die Bindung des Liganden an das Selektin
haben konnte. AuSerdem belegen diese Be-
funde, dass Arabino-Analoga zum Sialyl-
Lewis®* wirksame, metabolisch aber stabili-
sierte Inhibitoren der inflammatorischen Kas-
kade und der Invasion metastasierender Tu-
morzellen bilden konnen.
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Monolithische Materialien: neue
Hochleistungstriger fiir permanent
immobilisierte Metathesekatalysatoren

Monika Mayr, Betina Mayr und
Michael R. Buchmeiser*

Die Olefinmetathese in all ihren Variationen zihlt heute zu
den wichtigsten C-C-Verkniipfungsreaktionen.!! Wéhrend
die ringoffnende Metathesepolymerisation (ROMP) sowie
die acyclische Dienmetathesepolymerisation (ADMET) neue
wichtige Akzente in der Polymerchemie und in den Mate-
rialwissenschaften setzten, finden vor allem die Kreuzmeta-
these (CM) sowie die Ringschlussmetathese (RCM) weite
Anwendung in der Organischen Chemie.) Die dafiir ein-
gesetzten Molybdén- und Rutheniumalkylidene (letztere vor
allem mit Liganden auf der Basis N-heterocyclischer Carbene,
NHC-Liganden) fanden dabei bis vor kurzem nur in der
Homogenkatalyse Verwendung.’! Die ersten heterogenen
Rutheniumsysteme wurden bereits von Grubbs et al. be-
schrieben, erwiesen sich aber vor allem in der Polymerisation
als wenig tauglich.! Wihrend inzwischen auch einige nicht
permanent immobilisierte Grubbs-Katalysatoren bekannt
sind,>7 stellt das von Blechert et al. beschriebene System
im Wesentlichen den einzigen mehrmals recyclierbaren
heterogenen Grubbs-Katalysator dar.l®! Ungeachtet der guten
Katalysedaten die damit vor allem in der RCM erreicht
werden konnen, suchten wir einen neuen Zugang zu hetero-
genen Metathesekatalysatoren. Als Zielsetzung galt es, die
Vorteile der Homogen- und der Heterogenkatalyse zu
vereinen, dabei jedoch die fiir viele heterogene Systeme
typischen Nachteile wie diffusionkontrollierte Reaktionen,
Ausbluten des Katalysators etc. zu umgehen. Als Liganden-
system erschienen dafiir NHC-Liganden wiederum als be-
sonders attraktiv. Diese bilden zum einen hoch aktive
Rutheniumcarbene,” 2l zum anderen sind die entsprechen-
den ,gemischten“ Phosphan-NHC-Komplexe sehr stabil,
wobei der dissoziierende Ligand ausschlieBlich das schwécher
gebundenen Phosphan ist. Dies wiederum lésst eine erhohte
Stabilitdt und ein verringertes Ausbluten des heterogenen
Systems erwarten. Uberdies sollte durch die Herstellung
druckstabiler Tridger ein prinzipieller Zugang zu Einweg-
Kartuschensystemen und Mehrweg-Reaktorbettsystemen ge-
schaffen werden konnen. Wihrend diese Zielsetzungen mit
klassischen organischen Trdgern wie durch Divinylbenzol
quervernetztem Polystyrol (PS-DVB) nur schwer realisiert
werden konnen, konnten wir die neuesten Entwicklungen auf
dem Gebiet organischer monolithischer Materialien fiir diese
Zwecke zu nutzen. Durch radikalische Polymerisation herge-
stellte monolithische Materialien sind seit den 70er Jahren
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